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A fafia ou ginseng-brasileiro (Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen € uma
planta arbustiva com propriedades me-
dicinais que ocorre no sul da América
tropical e subtropical. Suas raizes séo
utilizadas na medicina popular brasileira,
especialmente como tbénico, afrodisiaco
e no controle do diabete. Ainda, com
base em dados etnobotanicos, Silva
Junior e Osaida (2005), destacam as
seguintes propriedades:

(...) as raizes e folhas da planta
tém sido utilizadas como estimulantes
gerais, tranquilizantes, anti-reumati-
cas, antidiarréicas, antiinflamatorias,
antidiabéticas, febrifugas, cicatrizantes
internas e externas, anti-hemorréidicas,
melhoria da visdo e da memdria e para
o tratamento de disturbios gastricos,
artrite, artrose, anemia, astenia e dores.

Na regido de maior ocorréncia natural
de P. glomerata no pais, localizada no
Parana, frequentemente, os agricultores
familiares complementam sua renda
com a coleta extrativista do ginseng-
-brasileiro. Esta atividade associada a
intensa exploragao agricola e pecuaria
da regido tem reduzido a regeneragao
natural da espécie (Corréa-Junior et al.,
2016). Este fato, aliado a crescente de-
manda comercial da espécie, notabiliza

a necessidade do desenvolvimento de
meétodos de conservacao eficientes que
possam garantir a variabilidade da espé-
cie e minimizar os riscos de extingéo.

Apesar de estudos sinalizarem que a
espécie produz sementes do tipo ortodo-
xa (Alves et al., 2006), a conservagao
de germoplasma por sementes em ca-
mara fria tem sido dificultada pela baixa
producdo de sementes viaveis. Em
2001, a Universidade Estadual Paulista
- Unesp de Botucatu, SP, a Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdao Rural
do Parana - Emater-PR e a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia —
DF, em um esforgo conjunto para con-
servar a variabilidade genética de Pfaffia
glomerata, realizaram uma coleta de
germoplasma de populagdes naturais na
principal regido de ocorréncia da espé-
cie, localizada na divisa entre os estados
de S&o Paulo, Parana e Mato Grosso do
Sul. Em 2004 e em 2006, novos aces-
sos foram coletados em Sao Paulo e
em Mato Grosso, em areas que ainda
nao haviam sido amostradas. O material
coletado foi incorporado a uma colegao
de germoplasma in vitro depositada no
Banco Genético localizado na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. A
colegédo tem sido mantida com sucesso
pela técnica de crescimento reduzido,



cujo principio consiste em minimizar o
metabolismo da planta, aumentando as-
sim a sua longevidade, sem afetar sua
viabilidade ou sem que ocorram mudan-
¢as genéticas nas células. Dessa forma,
o intervalo entre as transferéncias das
plantas para o novo meio de cultura
tem sido prolongado, aumentando deste
modo o tempo de armazenamento e re-
duzindo a demanda de trabalho e custo
para a sua manutencgao.

A redugdo no crescimento € alcan-
¢ada pela reducdo da intensidade de
luz ou temperatura de incubacgao, ou e/
ou por meio da suplementagdo do meio
de cultura com agentes osmaticos,
retardantes de crescimento, inibidores
da sintese de etileno ou diminuindo a
concentragdo dos componentes salinos
e organicos do meio. Normalmente, tem-
-se adotado uma combinagdo de duas
ou mais estratégias para a conservagao
por crescimento reduzido.

Este método de conservacgao in vitro
apresenta a vantagem de ser um méto-
do que possibilita a rapida retomada da
capacidade de multiplicagao, agilizando
a propagagdo clonal dos materiais,
quando necessaria.

O objetivo desta publicacdo é des-
crever o protocolo utilizado para a con-
servagao in vitro por crescimento lento
de segmentos nodais de fafia, com base
nos estudos realizados no Laboratoério
de Conservagao In Vitro do Banco
Genético da Embrapa Recursos genéti-
cos e Biotecnologia.

Obtencao do
material vegetal a
ser conservado

O material vegetal deve ser prove-
niente de segmentos caulinares. Os
segmentos podem ser coletados de
plantas matrizes diretamente do campo
ou de plantas estabelecidas a partir da
estaquia, em casa de vegetagdo. No
primeiro caso, recomenda-se que a
coleta seja feita nos meses mais secos,
desde que fornecido o suprimento ade-
quado de agua as plantas, para reduzir
o indice de contaminacéo in vitro. E im-
portante salientar também, que deverao
ser retirados os propagulos vegetativos
de plantas matrizes livres de pragas e
doencgas. No caso de serem utilizadas
plantas provenientes da estaquia, de-
vem ser retiradas estacas de 10 cm de
comprimento das porgbes medianas e
basal dos ramos por estas apresenta-
rem maior capacidade de brotamento
(Nicoloso et al., 1999; Nicoloso et al.,
2001). O substrato utilizado pode ser
composto por uma mistura de 1:1 de
casca de arroz carbonizado + solo adu-
bado com NPK -5:20:20 (2,0 kg por m?
de solo) e com 15% de matéria orgénica.



Preparo de meio de
cultura, desinfestacao

e inoculagao dos
explantes de segmentos
nodais de fafia

O meio de cultura utilizado ¢ o MS
(Tabela 1), (Murashige; Skoog, 1962) de-
vendo ser preparado com 3% de sacaro-
se e gelificado com 0,2% de Phytagel®
e pH ajustado para 5,7 (Tabela 1). Em
seguida, o meio de cultura deve ser
distribuido em tubos de ensaio 20 x 150
mm (10 mL/tubo), vedados com tampas
plasticas e autoclavados por 15 minu-
tos a 1,1 Kgf.cm-2, em temperatura de
121°C

Tabela 1. Componentes do meio de cultura basico de Murashige & Skoog (Murashige; Skoog,

1962)

Concentragao mg.L-1

Macronutrientes

Componentes mM

NH,NO, 1.650,00 20,60
KNO, 1.900,00 18,80
CaCl,2H,0 440,00 3,00
MgSO,.7H,0 370,00 1,50
KH,PO, 170,00 1,25
Micronutrientes

MgSO,.7H,0 22,30 0,100
ZnS0O,.7H,0 8,60 0,030
H,BO, 6,20 0,100
KL 0,83 0,0005
Na,MoO,.2H,0 0,25 0,0001
CuS0,.5H,0 0,025 0,0001
CoCl,.6H,0 0,025 0,0001
FeEDTA

Na,EDTA.2H,O 37,30 0,10
FeSO,.7H,0 27,80 0,10
Vitaminas

Tiamina - HCI 0,10 0,0003
Piridoxina - HCI 0,50 0,0024
Acido nicotinico 0,50 0,0040



Concentracao mg.L-1
Suplementos

Glicina 2,00
Mio-Inositol 100,00
MSacarose 30.000,00

Para obtengcédo de segmentos nodais
a partir de plantas provenientes do cam-
po, € recomendavel o pré-tratamento
dos segmentos do caule da planta em
solugcao fungicida antes da assepsia.
Para tanto, as folhas sdo removidas e
0os caules segmentados em secgoes
de 3 cm. Os segmentos deverédo ser
tratados com fungicida de contato. Pode
ser utilizado o fungicida Cercobin® 700
PM (Dimethyl 4,4’-(o-phenylene) bis
(3-thioallophanate) tiofanato-metilico
na concentragdo de 2 g.L-' em agua
destilada. O material deve ser submerso
nesta solugdo por uma hora, sob agita-
¢ao, e posteriormente lavados em agua
destilada para a remocéao do fungicida .
Em camara de fluxo laminar, o material
deve ser imerso em alcool etilico a 70%
(v/v) por um minuto, e em seguida, em
solugéo de hipoclorito de sddio (2,5 %
de cloro ativo em agua destilada) por
20 minutos. Apds a triplice lavagem
em agua destilada e autoclavada, os
explantes sdo segmentados com auxilio
de um bisturi em secgbes caulinares
com cerca de dois centimetro, contendo
duas gemas, sendo em seguida inocu-
lados na posigao horizontal com auxilio
de pinga individualmente nos tubos de
ensaio contendo meio de cultura.

Componentes mM

0,0270
0,05
87,60

Os tubos de ensaio devem ser manti-
dos por 30 dias em sala de crescimento a
25°C, sob fotoperiodo de 12 horas, pro-
vido por lampadas LED (Light Emitting
Diode), com intensidade luminosa de 80
gmol.m.s™.

Preparo de meio de
cultura de conservacao,
excisao e transferéncia

de segmentos nodais.

O meio de conservagao por cres-
cimento lento para segmentos nodais
devera ser preparado com a metade da
concentragdo de macro e micronutrien-
tes e vitaminas do meio de cultura MS
(Murashige; Skoog, 1962) suplementa-
do com 20 g.L-' de sacarose, 4% de sor-
bitol e gelificado com 7 g.L-' de agar e
pH ajustado para 5,7 (Alves et al., 2010).

Em seguida, o meio de cultura deve
ser distribuido em tubos de ensaio de 35
x 127 mm (15 mL/tubo), vedados com
tampas plasticas e autoclavados por 15
minutos a 1,1Kgf.cm?, em temperatura
de 121°C.

Os explantes utilizados para con-
servagdo deverdo ser compostos de
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segmentos apicais, pois estes apresen-
tam maior sobrevivéncia no meio de
conservagdo. Os segmentos, com cerca
de 2 cm de comprimento contendo a
gema apical e dois pares de gemas late-
rais deveréo ser excisados de plantulas
assépticas de 30 dias de idade, com
auxilio de pinga e bisturi e inoculados
diretamente nos tubos de ensaio na
posicao vertical (um segmento/tubo de
ensaio) (Figura 1).

Figura 1. Explante de segmento apical cau-
linar de fafia utilizado para a conservagéo in
vitro por crescimento reduzido.

Os tubos devem ser mantidos em
sala de crescimento a 25°C, sob as mes-
mas condigdes descritas anteriormente,
até que a planta apresente crescimento
radicular e vegetativo para entdo serem
transferidas para camara de conser-
vagcao a 10°C, sob fotoperiodo de 12
horas, provido por lampadas LED com
intensidade luminosa de 30 ymol.m™.s™.
Com esta metodologia, a fafia pode ser
mantida no meio de conservagao por
dois anos.
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Controle de qualidade

Durante o] periodo de
conservagdo, as plantas devem ser
monitoradas a cada seis meses.
Devem ser registradas a ocorréncia
de contaminagdes, o vigor da planta,
a ocorréncia de disturbios fisiolégicos
que afetam a conservagédo in vitro e a
necessidade de repicagem. O vigor da
planta é definido por meio de uma escala
baseando-se no estadio de senescéncia
da planta conforme ilustrado na figura
2. A renovacdo da cultura deve ser
efetuada quando a planta apresentar o
estado regular.

Figura 2. Estadios da senescéncia em aces-
so de fafia conservada in vitro por crescimen-
to reduzido. (Bom estado - folhas e brotos
totalmente verdes ou iniciando o secamento
e morte das folhas; Estado médio - secamen-
to e morte das folhas e dos brotos entre 30
e 50%; Estado Regular - mais de 50% de
secamento e morte de folhas e brotos; Morto
- folhas e brotos mortos).



Para renovar a colegdo, os
apices viaveis e segmentos caulinares
contendo uma gema, devem ser sec-
cionados e transferidos para o meio de
conservagéo. Caso o vigor das plantas
esteja muito baixo, os explantes deveréo
ser transferidos provisoriamente, para
um meio de multiplicagcdo composto de
sais MS suplementado com 3% de sa-
carose e 0,2% de Phytagel®. Durante a
fase de renovagao, as culturas devem
ser incubadas a 25°C, sob intensidade
luminosa de 80 ymol.m=2.s™" e fotoperio-
do de 12 horas, até que as plantas apre-
sentem formacao de raiz e crescimento
vegetativo. Esta verificacdo é feita por
meio de inspegdes visuais realizadas
com frequéncia de 15 dias. As plantas
aptas poderado ser transferidas definiti-
vamente, a cAmara de conservacao de
10°C.
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